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<^ (57) Abstract: The invention relates to a novel method ol preparing aliphatic carboxylic acids by enzymatic hydrolysis oJ* aliphatic 
tfl nilrile compound;;. The inventive niethod is characterised in that: (a) a biological material having a nitrilase activity is prepared; (b) 
said biological material is immobilised; (c) a nitrile compound is bn>ught into contact with the biological material thus immobilised 
in order to obtain the ammonium salt of the aliphatic carboxylic acid formed; and (d), optionally, the acid formed is purified. 

(57) Abrfeg^ : La presente invention conceme un nouveau procede de preparation d'acides carboxyliques atiphaiiqucs par hydrolyse 
enzymaiique de comptis^s nitrilesaliphatiqoescaracterise en ce que: (a) on prepare un materiel biologique ayant une acliviie nilrilase; 
(b) on immobilise ledit materiel biologique (c) on met en presence un compose nitrile avec le materiel bioiogique ainsi immobilise, 
pour obtenir le scl d^ammonium de Pacide carboxylique aliphatique Ibrmd (d) dventucllemcnt, on puritle Tacide ioxm€. 
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Proced£ de preparation d'acides carbosyliques aliphatiques par hydrolyse 
en^rmatique de composes nitriles aliphatiques 



La pdr6sente invention conceme im nouveau proc^de de preparation d'acides 
5 carboxyliques aliphatiques par hydrolyse enzymatique de composes nitriles aliphatiques. 

De nombreux acides carboxyliques aliphatiques ont des applications industrielles, ou sont 
des precurseurs de composes ayant de telles ^plications, dans les domaines pharmaceutiques, 
agrochimiques ou nutritionnels, 

A titre d^exemple, on peut citer Tacide 2-hydroxy-4*m6liiylthiobutyriqi:^ (hyroxy- 
10 analogue de la methionine) largement employe en tant qu'additif alimentaire dans le domaine de 
Talimentation animale, notanmient Talimentation des volailles. 

D^autre part, les monocyanoacides sont des composes particuUerement utilises dans 
I'industrie chimique des polymeres. 

La plupart des precedes permettant de synthetiser ces composes sont essentiellement des 
15 precedes de synthese organique faisant intervenir la chimie conventionnelle. En ce qui conceme 
la synthese d^acides carboxyliques aliphatiques par hydrolyse des composes nitriles 
corre^ndants, on connaSt des precedes &isant intervenir des catalyseurs organometaUiques* A 
titre d^^emple, nous pouvons notaniment citer ceiix faisant intervenir des complexes de metaizx 
de transition tels que le palladium (Paraskewas^ 1974^ Synthesis: 574) » le cobalt (Chin et Kixxi^ 
20 1990, Angew. Chem. Int. Ed. Eng, 29: 523), ou le platine (Bennet et Yoshida^ 1973, J, Am. 
Chem. Soc. 95: 3030) qui ont 6t& employes avec plus ou moins de succfes. Neanmoins, 
Tmconvenient majeur de ces methodes reside dans Felaboration complexe et on^reuse du 
catalyseur organom^tallique. 

De plus en plus de proced^s de synthase organique font intervenir la biocatalyse. De 
25 nomlnreuses Etudes ont portS sur les enzymes d, pouvoir hydrolytique appeldes plus 
commun^ment les hydrolases (Upases, esterases et acylases), notamment pour leur aptitude k 
bioconvertir un grand nombre de substmts naturels ou non-naturels dans des conditions 
operatoires identiques (Zhu et Telford, 1990, Tetrahedron 46: 6587; Santaniello et al., 1992, 
Chem. Rev, 92, 1071), 

30 Comparativement, un faible nombre denzymes catalysant lliydrolyse (nitrilase) ou 

rhydratation (nitrile hydratase) des nitriles en acides carboxyliques ou amides a et^ identifie. 

Cependant, de telles enzymes constitu^t des reacti& importants pouvant Stre employes dans des 

biocatalyseurs destines a la sjmth&se d'acides carboxyliques ayant des plications dans les 

domaines agtochimique, phannaceutique ou nutritionnel Un autre avant^e des enzymes 

1 
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mtdlasiques est l^ir remarquable tolerance vis-a-vis des gtoiq)es fonctioimels (de Raadt et al., 
1991, Tetrahedron Lett. 32: 341). De plus^ les conditions e?qp6rimentales et les r^ti& 
g^neralement employes sont d6nu6s de toxicity et peuvent done Stre engages dans des sch^mas 
de synthese de composes a vis6e pharmaceutique ou agrochimique. 
5 II ^ connu que certaines nitrilases convertissent efficacement differents types de nitrilcs. 

En particuUer, la nitril^e de la bact^rie Alcaligenes faecalis ATCC 8750 est capable de produire 
de Tacide R-(-)-mandclique a partir de mandelonitrile rac^mique (Yamamoto et al., 1991, AppL 
Environ, MicrobioL 57(10): 3028-3032). De part cette activitd^ cette exxzymc dtait reputee pour 
avoir un forte aiBnite pour les nitriles benzyliques, et done pour Stre une arylac^tonitrilase 

10 (Y amamoto et al.» 1 992, X Fenn. Bioeng. 73: 425). D'autres nitrilases, par exemple la nitrilase de 
la bact^e Comamonas testosterone ont ^ identifi^ pour leur c^acite a hydrolyser les nitriles 
aliphatiques (Levy-Schil et al., 1995, Gene 161(1): 15-20). 

Par ailleurs, on connait de la demande de brevet WO 98/18941 Tutilisation de la nitrilase 
d! Alcaligenes faecalis ATCC 8750 pour la convasion par hydrolyse enzymatique du 2-hydroxy 

15 4-m£tliylthio butyronitrUe m acide 2-hydroxy 4-m6thylthio butyrique et/ou son sel 
d'ammoniunL 

La nitrilase de la bact^e Alcaligenes faecalis ATCC 8750 est done particulierenient 
ef&cace, mais aucun proced^ connu n'a jusqu'alors permis de g6n^ali$er son utilisation 

20 indiistrielle a un grand nombre de nitriles. Toutefois, de nombreux autres acides carboxyliques 
aliphatiques ont des applications industrielles^ et aucun procede de synthese de ces autres 
composes par biocatalyse n'a ete developpe. La pr^sente invention a pour but de pallier cet 
inconvenient en proposant un syst^me efGicace de synthase enqrmatique d*aci<tes carboxyliques 
aliphatiques varies a partir de leurs nitriles correspondants, mettant en oeuvre la nitrilase 

25 Alcaligenes faecalis ATCC 8750. 
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Description 

La pr^sente invention conceme un proc6d6 de preparation d'acides carboxyliques 
aliphatiques^ k Texception de Thydroxyanalogue de la methionine, par hydrotyse enzymatique de 
composes nitxiles aliphatiques, a Texception du 2-hydroxy 4-m6thylfhio butyionitrile^ caiaci^rise 
5 ence que: 

(a) on prepare im materiel biologique ayant une activity nitrilase, ladite activity ^tant 
obtenue k partir d^une nitrilase d'ltne bacterie du genre Mcaligenes, 

(b) on immobilise ledit materiel biologique, 

(c) on met en presence un compose nitrile avec ie materiel biologique ainsi immobilis^, 
10 pour obtenir ie sel d'ammonium de Facide carboxylique alipbatique form6» 

(d) ^entuellem^t, on purifie Vacide foim6 

Selon rinvention, on entend par acide carboxylique alipbatique tous les acides 
carboxyliques aliphatiques k Texception de Vhydroxyanaloguc de la methionine. De mSme, on 
15 entend par composes nitriles aliphatiques tous les nitrites aliphatiques k Texception du 2- 
hydroxy 4-methylthio butyronitrile- 

Selon un mode particulier de realisation de rinvention» les composes nitriles aliphatiques 
hydrolys^ par le procede selon Tinvention sont des d^ves O-substitu^ du 2-hydroxy 4- 
20 m^ylthio butyrKmitrile, et les acides foirn^ sont des d^ves Osubstitu6s de lliydroxyanalogue 
de la methionine. De prS&rence, les derives 0-substituSs du 2-hydroxy 4-m6tliylthio 
butyronitrile sont des d&ives O-acetyles ou O-hydroxyalkyles. 

Selon un autre mode de realisation de Tinvention, les composes nitriles aliphatiques 
25 hydrolysis par le proced6 selon Tinvention sont des nitriles multl-fonctionnels s61ectionn£s 
paiini les nitriles aliphatiques^ les nitriles vinyhques, les nitrile-esters, les nitrile-ester allyliques^ 
et les nitrite-ether. Par nitriles multt-fonctionnels, cm enl^d les nitrile possSdant une fonction 
nitrile et au moins une fonction suppt^entaire autre que nitrile. 

30 Selon un autre mode de realisation de Tinvention, les composes nitriles aliphatiques 

hydrolyses par le procede selon I'invention sont des dinitriles aliphatiques symetriques ou 
dissymetriques et les acides formes sont des cyanoacides. A titre d'exemple, les dinitriles 
aHpliatiques symetriques peuvent Sire le malononitrile, Tadiponiteile, le fumaronitrile, ou le 1,4- 

3 
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dicyanobiit-2-&ne* A titre de ditiitriles aliphatiques di:^ym6triques, on pent citer les 2-alkyl et les 
2-aiyl dimfriles aliphatiques de structure generate: 



NC CH (CH2)n CN 

I 

R 



S dans laquelle: n est un nombre entier quelconque, et 

R est un groupe alkyl, un groupe aryl ou tine chaine multifonctionnelle. 
Seion un mode particulier de realisation de I'invention, les dinitriles aliphatiques 
dissym^triques sont le Z-mediyiglutaronitrile^ le 2-methylsuccinonitriie, ou le 2- 
mdthyladiponitrile. 

10 D'une maniere gen^ale^ Hiomme du metier saura adq>ter le precede selon Tinvention a 

tout type de dinitrile, en particulier k tout dinitrile dissym^que. 

Loisque le proc^de selon Finvention s'applique aux dinitriles dissym^triques tels que 
d£crits ci-dessus, Thydrolyse du dinitrile en cyanoacide s^efifectue sur de la fonctton nitiile la 
moins encombr^e steriquement 

15 

L*dtape (a) du procdde selon Finvention consiste A, preparer ua materiel biologique ayant 
une activity nitiilase, ladite activite ^tant obtenue i partir d'une nitrilase d'une bacterie du genre 
Alcaiigenes. 

Le materiel biologique peut consister en des cellules enti^s^ vivantes ou mortes^. ou des 
20 cellules brisees ayant une activite nitrilase. EUe peut aussi consister en une solution enzymatique 
comprenant une enzyme k activity nitrilase purifife ou non. 

Avantageusement, on utilise un microorganisme exprimant ime nitrilase. 
Selon un mode particulier de realisation de Tinvention, on utilise un microorganisme 
transforme exprimant une nitrilase recombinante. 
25 De nmni^ pr6ferentieUe, Vactivit^ nitrilase [»:ovieot de la bacterie Alcaligenes faecalis 

ATCC 8750- 

Selon un mode pr^erS de realisation de Finvention, le microorganisme transFomi£ utilis6 
est une bact^ie Escherichia coli exprimant le g6ne nitB HAlcaligenes faecalis ATCC 8750, telle 
que d&srite dans la demande de brevet WO 98/1 894L 

30 
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L'etape (b) du proc6de consiste a immobiiiser le materiel biologique. Cette 
immobilisation se fait avantageusement en presence d'tin support solide et permet d^obtenir des 
particules solides dont la taille« la forme et la resistance m^canique peuvent Stie contrdl^s. Elle 
ofi&e ^galement la possibility d'employer simultan6meiit im polymere de polyaz^tidine ou 
5 d'autrcs agents r^culants. 

Ce iHOc^dS d'immobilisation peut faire intervenir des cellules entieres ou pemieabilis^es, 
en particulier des cellules d'E. coli selon Tinvention. II peut aussi s'appliquer a une solution 
enzymatique de nitrilases selon Tinvention exempte de cellules. 

Le proc6d^ d'immobilisation consiste a immobiiiser le materiel biologique actif sur un 
10 support solide, de granulomdtde notamment comprise entre 1 |xm et 500 (tm, de pr6£§rence 
10 |im et 200 ^m» grace a des agents cbimiques reagissant avec les fonctions amine (NH2, NH), 
carboxyle (COOH), hydroxy (OH), thiol (SH) ou amide (CONH2) de Tagent biologique et du 
support. Ces agents chimiques permettent aussi d^insolubiliser dans Teau le mat^el biologique 
et le support. La masse obtenue est trds malleable et peut Stre mise en forme afin d*obtenir des 
15 particules de forme et de tailie souhaitees. La cohesion et la duret^ de ces particules sont eosuite 
obtenues par sechage, 

Le materiel biologique k immobiiiser peut ^entuellement contenir dgalement un mat^el 
biologique inactif present a raison de 0 a 200 % eai poids. Ce mat^el inactif biolc^que peut ^e 
des prot^ines (albumine, gelatine) ou des polysaccharides (Chitosan, k-carra^hi6nane, alginate). 

20 

Le support solide, sur lequel sont deposes le materiel biologique, et eventrollement le 
polymere, peut se composer de particules organiques ou inorganiques, poreuses ou non poreuses, 
hydrophiles ou hydrophobes. Parmi ces particules on peut signaler, sans que cela ne soit limitatif: 

les r^sines echangeuses d'ions, 
25 - Talumine^ 

les silices de synthese ou diatomdes et les gels de silice, 
les z6oIites, 
les charbons, 

les proteines partiellement solubles ou insolubles dans Teau, comme le 

30 gluten, 

les polysaccharides, comme ramidon* 
Le support solide peut constituer de 0^01 a 200 % en poids du materiel biologique et de 
preference de 10 a 100 

5 
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Les ageaits chimiques utilises pour insolubiliser le mat^el biologique peuvent &tre des 
polymeres ou des molecules bi-&nctioiinalisees qui reagissent avec les fonctions aixiine (NH2» 
NH), carboxylique (COOH), hydroxy (OH), Hiiol (SH), amide (CONH2). A titre d'exemple, on 
peut citer ; 

- les polymeres dc polyazetidine, 

- les polymeres de polyefhylenimine^ 

- les polym^s de polyamide, 

- les polym&res d'isocyanates, 

- les gels d^alginate^ 

- les gels de k-cairaghenane, 

- les amines comme rhexamSthyl&ne diamine^ 

- les aldehydes comme le giutarald^hyde, 

- les acides carboxyliques comme Tacide adipique, et 

- les isocyanates. 

Le proced^ d'immobilisation peut faire intervenir un ou plusieurs de ces agents 
chimiques. L' agent chimique est ajout6 selon une concentration comprise entre 1 et 50 % en 
poids par rapport au mat^el biologique et au support. On pre^rera une quantitd comprise entre 
5 et 30 % afin d*obtenir des particules suGQsamment soHdes et qui conservent une activity 
importante et qui ne presentent pas trop de problemes de diffusion inteme. 

La dur6e du traitement de reticulation est comprise entre 0>5 et 24 heures. 

La temperature du procede est genSralement comprise entre 4 et 6S^C. On preferera une 
temperature comprise entre 20 et 40^C. La temp^ature employ^ lors du proc£d6 
d'immobilisadon peut etre aussi tres dependante de la stabilite du materiel biologique employe. 

Le pH durant la phase d'hnmobilisation est maintmu entre 5 et 11. On pr6f6rera im pH 
compris entre 6 et 10 avec une preference vers les pH alcalins. Le pH est aussi choisi en fonction 
de la resistance du materiel biologique et sera ais^ment determine par Thomme du metier. 

De maniere preferee, le procede selon rinvention est carac^rise en ce que le rapport entre 
la masse de materiel biologique immobilise et la masse de substrat est compris entre 04 et 10. 

La mise en fomie du materiel biologique immobilise doit pemiettre son emploi dans un 

systeme quelconque^ notamment dans un lit fixe. 

Une melhode de formulation peut etre Vextrusion. Pour ce faire, le materiel biologique et 

le support sont reticules par ^out d^ ou plusieurs agents chimiques. Apres traitement, la masse 

6 
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insoluble est recuper6e par centrifugation ou apres floculation et filtration- Un taux de matiere 
seche d'au moins 10% est pr6f6r6* La masse est ensuite extrudee. Par cette m^tfaode, on obtient 
de prdf^rence des vennicelles de diamdftre compris entre 03 et 0,5 mm et d'une loi^eur 
comprise entre 1 et 10 mm. Ces vennicelles penvent &trc spheronises. Les particiiles obtenues 

S sent ensuite sech^. 

Une autre m^ode de fomnilation pent dtre le pelHculage ("spray coating"). Pom* ce &ire, 
le materiel biologique est melange avec un ou plusieurs agents chimiques. Apr6s reaction, le 
melange est pulverise sur le support sous forme d'une couche mince. Par cette methode, on 
obtient des granules de diamdtre moyen compris entre 0 J et 2 mm. 

10 Les particules obtenues peuvent ^ventuellement dtre ensuite plongees dans une solution 

d^vxi agent reducteur comme le borohydrure de sodium aSn de leduire les fonctions imines 
£>rm6es lors de la reticulation* 

Les particules obtenues sent suffisamment solides et resistantes k Tattrilion pour Stre 
employees dans un lit-fixe^ un lit fluidis6 ou un r^acteur agit6. 

15 

L'^tape (c) du precede selon Tinvention consiste a mettre en o^uvre le materiel biologique 
immobilise dans une'ou plusteuis colonnes ou leacteurs. Le but de cette etape est de pouvoir 
^ produire en continu les acides carboxyliques alifdiatiques a partir des composes mtriles 

aliphatiques. 

20 La ou les colonnes ou reacteurs sont aliment&t par une solution pure ou dilute dhm 

conq>os^ nitrile aliphatique. 

La ou les colonnes ou reacteurs sont mises en oeuvre de preference i une temp&rature 
comprise entre 10 et 60^C et a im pH compris entre 5 et 9. 

Le systeme mis en oeuvre peut etre constitue de deux ou plusieurs colonnes connectees 
25 Tunc k Tautre en sine. 

Selon une premiere mani&re de mettre en ceuvre Tinvention^ I'alimentation de la solution 
aqueuse du compost nitrile aliphatique est i^alis6e » tdte de la premiere colonne avec une 
alimentation simultan^e d^autres colonnes avec la solution du compost nitrile aliphatique en une 
quantity limit6e k la solubility de ce compost dans le melange r^tionnel ; ce syst&me est intitul6 
30 syst&ne &b%6, 

Selon une deuxieme maniere de mettre en ocuvre Tinvention, on utilise une ou plusieurs 
colonnes connectees Tune i Tautre en parallele dans une boucle de circulation. Selon cette 
installation, le compose nitrile aliphatique en solution aqueuse alimente la boucle en continu, et 
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le milieu de reaction est pomp6 en continu de &9on k cons^rver un volume constant dans ladlte 
boucle; ce syst^e est intitule systdme boucle. 

Le type de reactew utilise dans cette invention peut fitre du type lit fixe, lit fluide, ou du 
type agit6 en continu* On prefSre utiliser les reacteurs du type lit fixe parce qu'ils reduisent les 
5 probl^mes d'attrition qui peuvent dtre rencontres avec les particules de cellules immobilis6es- 
Lorsque le materiel biologique consiste en un microorganisme entier, on pr^£6rera utiliser un 
r6acteur agite coiq>16 ^ un module d'ullra&ltration pour s^parer de fa^n continue le 
microorganisme du produit d'int&dt 

10 L'etape (d), ^ultative, consiste k piirifier Pacide form6, A titre d'exraaple, une mefhode 

de purification de Tacide fbrm€ est donn^e. L'homme du metier saura identifi^ ou adapter 
d'autres m6thodes de purification au precede selon rinvention. Dans un premier temps, le 
materiel biologique immobiUs6 peut Stre r6cuper6 par simple filtration. La phase aqueuse peut 
ensuite Btrc concentree a Taide d*un ^vaporatcttr, pms extraite k Vsddc d*un solvant organique. La 

IS phase organique est alors sechee puis 6vapor^. La phase aqueuse restante est ensuite concentrte 
au maximum, et le residu obtenu est mis en suspension dans un solvant polaire. Les sels 
insolubles de Tacide form6 sont fihr^s puis la solution est s^ch^e, fittrSe et 6vapor6e« L'ensemble 
de ces op^tions permet d'extraire I'acide, ^ventuellement Tamide form^ et le nitrile non 
convert!. D'autres m^odes de purification de sont par exemple decrites dans la demande de 

20 brevet WO 98/1894L 
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Les exemples ci*apres permettent d'lUustrer la presente invention, sans toutefois en 
iimiter la portee. 

S Exemples 

Exemple 1: Protocole general de Thydrolyse enzymatique des nitriles 

Le substrat est mis en suspension dans 750 mL d'eau millipore thennostat^e a 30^C et 
tamponn^ par KH2PO4 et K2HPO4 k pH — 7,3* L'agitation est maintenue constante k 250 rpm 
pendant toute la duree de Tessai. La quanti^ du materiel biologique immobilis6 est ensulte 

10 additionn6e de fa^on que M^y^etv / M^ubstiat Le degrS d*avancement de la reaction est 

d6tenmn6 par chromatographie HPLC ou CPG, La reaction terminSe, le materiel biologique 
immobilis6 est r&^up^re par simple filtration. La phase aqueuse est ensuite concenti^e k 
Tevaporateur rotatif jnsqu'i 200 mL environ puis acidifiee par de THCl 36% jusqu'a pH = 1,5. La 
phase aqueuse est extraite k Tacetate dethyle ou a I'ether. La phase organique est sechee sur 

15 Na2S04 puis evaporee. La phase aqueuse est concentree au maximum, Le rcsidu obtenu est mis 
ea suspension dans du methanoL Les sels insolubles sont fiitt^ puis la solution m^thanolique est 
sechee sur Na2S04, filtree et evaporee* L^ensCToble des operations pemi^ d'extraiie radde, 
eventuellement Famide form6e et le nitriie non converti, 

20 Exemple 2: Hydralyse enzymatique des pr€curseurs de derives 0-substita6s de 
rbydroxyanalogue de la methionine 

Exenqfle Zl: Syntkese de Vacide (d)^2'^u£toxy-4^edtyUhiobutanotque (Compasi 1) 

Dans un r^teur par&itement agit£ k 250 rpm, tbennostate k 30^C, 13»0 g (0,075 mole) 

25 du (±)-2-ac6toxy-4-m^ylthiobutyronitrile sont introduits dans 750 mL d'eau miliii)ore 
tamponn^e k pit - 7»3, 7^15 g de materiel biologique immobilis^ sont ensuite additiomids. Le 
suivi cin6tique est r^alis^ par HPLC ieluant. cm / ac^tonitrile 80/20 (v/v) / 0,05% (v/v) tfacide 
trifluoroacetique (TFA); X = 210 nm; D6bit ^ 1 mL/min; colonne: Nucleosil RP C18 (5 jim, 100 
A). Le melange est laisse sous agitation k 30°C pendant 48 heures. Le rendement obtenu, aprSs 

30 48 heures, est de 89% en acide (±)-2'acetoxy-4'methylthiobutanoTque (Compose la). Lanalyse 
RMN revele la presence de 6% molaire d'acide (±)-2-hydroxy-4-m6thylthiobutanoIque 
(Compost lb). RMN (DMSOdJ 5h ppm: 1,75 (m, 2H, S-CHj-Qfc-)^ 1,79 (s, 3H, CB^CO^X 
1,84 (s, 3H, CH3-S-), 2,28 (t, 2H, CHa-S-CI^-), 4,69 (td, IH, -CH(OAc)CN), 1 1,9 (s, IH, COJ©. 

9 
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"C RMN (DMSO dfi) 6c ppm: 15;24 (CH3-S). 21,17 (gHj-CO), 29,73 (CH3-S-CH2), 30,96 (S- 
CH2-CH2-), 71,35 (■^H(OAc)CN), 170,77 (CHj-£00), 171,86 (QOja). IR (CHClj) cm'':2500- 
3500, 1745, 1720. Masse FAB* (NBA): m/e (intensity relative) 191 (100), 149 (70), 59 (25), 

5. Exenytle 2,2: Synthase de Vacide (±)-2'(l-eth0xyethoxy)-4~mithyltitiobutanoique (Compose 2) 
Le protocole op^stoiie est identique k celui deciit k I'exemple 2.1. Les quantity 
introdirites s<Hit les siuvantes: 3,0 g (0,022 mole) du (±)-2-(l-^oxy^dM>xy>4- 
m^ylthiobufyionitrtle et 3,0 g de mat^el biologique immobUis£ dans 220 toL d'eau millipore. 
Le stdvi cin^que est r^s^ par HPLC (61uant: eau / ac^tonitrile 95/5 (v/v) / 0,05% (v/v) de 

10 TFA). Le rendement obtenu, £q;>r^s 25 heures, est de 93% en acide (±>2-(l-6thoxyethdxy)-4- 
m^ylthiobutanoTque (Compost 2a). 'HRMN (DMSO d<j) 6h PPm: 1,09 (td, 3H, CHj-CHj-O), 
1,18 (dd, 3H, CIJ3-CH), 1,72-1,84 (m, 2H, -S-CHj-CHj-), 2,10 (s, 3H, CH3-S), 2,52 (t, 2H, S- 
CiJi-CHi), 3,51 (m, 2H, O-CHa-CHs), 3,84 (m, IH, O-CH-COjH), 4,72 (qd, IH, -O-CIKCHj)- 
O). "C RMN (DMSO 5c ppm: 15.42 (SH^-S), 16,1 (SHj-CHj-O). 21,32 (eHs-CH-). 30,07 

15 (S-OH2-CH2-CH), 33.89 (S-CHj-CHa-CH), 62,00 (CHj-fiHa-O), 77,06 (SHCCOaH)-©), 99,49 (- 
0-CH(CH3)-0), 176,42 (QOjH). IR (CHCIO cm'*: 2500-3500. 1725. Masse FAB" (NBA): m/e 
(intensity relative) 221 (100). 152 (40), 122 (30), 46 (65). 

Example 2,3: Synthese de I'acide (±)~2-m4tho:^m^tiioxy-4'm4thylihiobutanoSque (Con^osi S) 
20 Le protocole op&ratoire est identique a celui d^crit k I'exemple 2.1. Les quantity 

introdmtes sont les suivantes: 3,80 g (0,022 mole) du (±)<2-m6dioxym^o^-4- 
m^ylthiobmyronitrile et 2,10 g de mat^el biologique immobiiis6 dans 220 mL d'eau 
millipore. Le suivi cin^tique est r^alis^ selos les m&nes conditions d'^lution que cetlui dtoit k 
I'exemple 2.1. Le leodement obtenu, apres 120 heures, est de 70% en acide (±)-2- 
25 m^thoxym6thoxy-4-mefljiyWuobutancnrque (Compost 3a). *H RMN (DMSO d^) §„ ppm: 1,96 
(m, 2H, S-CH2-CH2-CH), 2,05 (s, 3H, Ca-S-CHz), 2,59 (t, 2H, -S-CH^'CU^), 3,31 (s, 3H, CU3- 
O), 3,91 (m, IH, O-CH-COjH), 4,60-4,72 (dd, 2H, O-CH2-O), 11,32 (COjH). ''C RMN (DMSO 
ds) 6c ppm: 15,37 (QIj-S), 30,80 (CH^-S-CHj-), 33,60 (S-CH^-fiHa-CH) 55,74 (GHs-O), 76,55 
(O-CH-CO2H), 95,44 (O^-O), 176,13 (CO2H). IR (CHCI5) cm ': 1720. Masse FAB' (NBA): 
30 m/e0ntensit6relative)193(70), 149(55), 115 (20), 46(100). 

Les r6sultats des exemples 2,1 k 23 sont compiles dans le Tableau 1 ci-dessous. 
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Tableau 1: Hydrolyse 


enzymatique 


des precursenrs de 


ddrivds Osubstitues , 


I'hydroxyanalogue de la methionine 






Siiihviira'f! 


Conditinnv' 


Produit formi 


Rendement (%)" 


1 


0,55 (33) 


la (lb) 


82(6) 


2 


0,55 (115) 


2a 


93 


3 


0,55 (120) 


2a 


70 



* Equivalents de malMel biologique immobilisS /substrat (w/w); temps de r^actioa (h) 



Rendement en acide obtenu a|>r^ extraction puis purification 

5 

Exemple 3: Hydrolyse enzymatique de composes nitriles bi^fonctionnels 
Exen^le 3d: Hydrolyse enzymatique de Visobutyronitrile (Con^osi4) 

Le protocole op^ratoire est identique a celui decrit a Texemple 2,1. Les qiiantites 

10 introdtiites sont les suivantes: 5^1 g (0,075 mole) d'isobutyronitrile coinmen;ial et 2,86 g de 
materiel biologique immobilisS sont ensuite additiomi^s. Le rendement obtenu, aprds 58 heures, 
est de 71% en acide isobutyrique. *H RMN (DMSO d^) 5h ppm: 1,05 (d, 6H, (CH3)2-CH), 2,40 (h, 
IH, (CHjVCH), 11,74 (s, IH, CO2H). ^'C RMN (DMSO d^) 8c ppm: 19,61 ((CH3VCH), 33,90 
(CH3)5^CH), 178,7 (s, IH, CO^H). IR (CHCI3) cm**: 2500-3500, 1715. Masse FAB' (GT): m/e 

1 5 (intensite relative) 87 (100), 79 (20). 

Exemple 3.2: Hydrolyse enzymatique de VacrylonitrUe (Con^osd 5) 

Le protocole op^toixe est identique k celui decrit & Texemple 2.L Les quanti^ 
introduites sont 1^ suivantes; 4,0 g (0,075 mole) d'acrylonitrile commercial et 2,30 g de materiel 
20 biologique ixmnobilis6. Le rendement obtenu, api^s 9 heures, est de 93% en acide acrylique. 
Lanalyse RMN rfivele la presence de 0,8% molaire d'acrylamide. RMN (DMSO d^) 5h ppm: 
5,90-6,13 (m, 2H, CH^^CH), 6,32 (dd, IH, CHj=CH), 12,43 (s, IH, CO^H). RMN pMSO 
d^) 6c ppm: 130,7 (CHj==CH), 131,45 (CHs-CH), 171,16 (CO^H). IR (CHCI3) cm'\^ 2500-3500, 
1695. Masse FAB^ (GT): m/e (intensit6 relative) 71 (70), 53 (20), 

25 

Exemple 33: Hydrolyse enzymatique du (d^2-acitoxy'3'4>utinen^rUe (Compose 6) 

Le protocole operatoire est identique k celui dterit k Fexemple 2.1. Les quantitds 
introduites sont les suivantes: 9,40 g (0,075 mole) du (±)-2-ac6toxy-3-butenemtriie commercial 
et 5,20 g de materiel biologique immobilise sont ensuite additionn^s. Le rendement obtenu, apres 

31 
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27 heures, est de 92% en acide (±)-2'ac^xybut-3-&ii0¥que. L'analyse RMK r^vMe la prSsaice de 
6% molaire de IWde (±)-2-hydtoxy-but-3-dnoTque. 'H RMN (DMSO d«) 6a ppm: 2,01 (s, 3H, 
CUi-COiX 4,87-5,25 (m, 3H, CHi=CH-CH), 5,93-6,01 (m, IH, CH^^CH-CH), 12,33 (CO^. 
''C RMN (DMSO 8c ppm: 21,77 (CHj-COj), 76,69 (CHj=CH-£H), 115,12 (QH3=CH), 
5 135,59 (CH2=CH). 171,24 (CHs-CO^), 176,86 (QO^H). IR (CHClj) cm'': 2500-3500. 1740, 1715. 
Masse FAB" (GT): m/e (intensity relative) 143 (100), 59 (30). 

Exen^le 3,4: Hydrofyse enzynuftique du (d$-2-(l-ithaxyethoxy)~but-3-^nenitrUe (Con^osi 7) 
Le protocole opSratoiie est identique k cselui d6crit k Texempie 2.1. Les quantity 

10 introduites sont les suivantes: 7,8 g (0,05 mole) du (±)-2-(l-6thoxy6thoxy)-but-3-&nemtrile et 
4,5 g de materiel biologique immobilise dans 500 mL d'eau millipore. Le rendement obtenu, 
apr^ss 26 heures, est de 86% en acide (+)-2-(l-ethoxyethoxy)-but-3-6noique. RMN (DMSOdg) 
6„ ppm: 1.06 (t, 3H, CHs-CHj-O), 1,19 (d. 3H, Qij-CH), 3,40-3,55 (m, 2H, CHj-CHj-O-), 4,32 
(m, IH, CHa=CH-CIi), 4,75-4,66 (qd, IH. O-CH-O), 4,95-5,2 (m, 2H, CHj=CH-). 5,78-5,91 (m, 

15 IH, CH2=<JH)» 12,32 (s, IH, CO^. "C RMN (DMSO dg) 8c ppm: 15,94 et 16,06 (QH3-CH2-O- 
), 20,75 et 21,15 (GHs-CH), 60,24 et 61,10 (CHj-CHj-O-), 78,61 et 78,92 (CHj<:H-eH), 98.31 
et 98,87 (0-£H-0), 113,86 et 115,0 (CH2=CH-), 138,25 et 138,56 (CH2=CH), 174,56 (CO^H). 
IR (CHCI3) cm-': 2500-3500, 1725. Masse FAB" (GT): m/e (intensit6 relative) 173 (100), 43 (35). 

20 Exett^le 3. S: Hydrolyse enzymatiqite du (d$'2--mithincyn^thm(y-httt~3-ene^triU (Con^s6 S) 
Le protocole opdratoire est identique k celui dScrit k I'exemple 2.1. Les quantity 
introduites sont les suivantes: 3,81 g (0,030 mole) du (±)-2-m^thoxymethQxy-but-3-dnenitrile et 
4,5 g de mat^el biologique irmmobilis^ dans 300 mL d'eau millipore. Le rendement obtenu, 
apths 47 heures, est de 80% en acide (±)-2-m^oxym6thoxy-but-3-6noIque. 'H RMN (DMSOds) 

25 Sappm: 3,30-3,95 (m, 3H, CiJj-O-), 4,37 (m. IH, CH2=CH-C5D, 4,62-4,71 (dd, O-CHj-O), 5,07- 
5,23 (m, 2H. CHj^CH-), 5,91-5,98 (m, IH, CH2=CH), 11,47 (s, IH, CO^H^. "C RMN (DMSO 
dg) 8c ppm; 55,58 (CH3-O-), 78,87 (CH^^CH-CH), 94,62 (O-CHj-O), 114.38 (CHj=CH-), 138,11 
(CH2=^H), 173,67 (s, IH, QO^. IR (CHCI3) cm"*: 2500-3500, 1725. Masse FAB* (GT): m/e 
(intensity relative) 193 (100) 

30 

Exempk 3.6: Hydrofyse anynuMque du I-cyanoacitate d'dAyie (Cot^osi 9) 

Le protocole op^ratoire est identique k celui d^crit k I'exemple 2.1. Les quantites 
introduites sont les suivantes: 8,50 g (0,075 mole) du 2-cyan0acetate d'e&yle et 4,7 g de materiel 
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biologique immobilise sont ensuite additionnes, Le rendement obtenu, aprfes 7 heures, est de 94% 
en acide 2-csrb6toxyacetique. RMN (DMSO d^) &^ ppm: 1,19 (t, 3H. CH3-CH2-0), 3,33 (s, 
2H, HOjC-CiSa^CO^Et), 4,12 (q, 3H, CHs-CH^-O), 10,71 (s. IH, CO^, RMN (DMSO d^ 5c 
ppm: 14,66 (CHa-CH^-O-), 42,34 (HO^C-QH^-CO^tX 64,47 (CHa-fiH^^), 167,7 (-fiOj-CHj- 
5 CH3), 168,9 (CO:,H). IR (CHCI3) cm"^: 2500-3500. 1745, 1725. Masse FAB' (GT): m/e (intensite 
relative) 131 (65), 104 (40), 87 (100), 41 (25). 

Les resultats des examples 3.1 a 3.6 sont compiles dans le Tableau 2 ci-dessous. 
1 0 Tableau 2: Hydrolyse enzynrnHque de composes nitriles hi-fonctionneh 



Substrat Temps de reaction (h) Rendement (%)* 

4 58 71 

5 9 93 

6 27 92 

7 25 86 

8 47 80 

9 7 94 



' Rendement en acide extmt apr&s bioconversion totale du nitrile (excepts pour le nitrile 4) 



Exemple 4: Hydropses enzymattqaes de dinitriles 
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Exen^le 4.1: Hydrolyse enzymattque du nuUononUrtte (Compose 10) 

Le protocole op^ratoire est identique k celui d^rit k Texemple 2,1. Les quantitSs 
introduites sont les suivant^: 5,0 g (0,075 mole) de malononitdle commercial et 2,75 g de 
materiel biologique immobilise* Le rendement obtenu, apres 51 hemes, est de 87% en acide 2- 
20 cyanoacaique (Composd 10a). RMN pMSO d^) 5h ppm: 3,57 (s, 2H, -CH2-), 1 1,57 (s, IH, 
CO^H)- RMN (DMSO dj 8c ppm: 25.46 (CH2-CN), 11 5,4 (CN)> 165,6 (CO^H). IR (CHCI3) 
cm"*: 2500-3500, 2240, 1725. Masse FAB' (GT): m/e (intensity relative) 84 (100), 46 (60), 

temple 4*2: Hydrofyse enzymatique de VadiponUrOe (Compose 11) 
25 Le protocole op^ratoire est idmtique k celui d^rit k Texeoiple 2.L Les quantity 

introduites sont les suivantes: 8,02 g (0,075 mole) d'adiponitiile commercial et 4,50 g de materiel 
biologique immobilise. Le r^dement obtenu, aprSs 53 hemes, est de 90% en acide 5- 

13 



BNSDOCiD: <W O QgO&S04SAa i > 



wo l)2/095«45 PCT/FR(t2yoi665 

cyanopentancffque. 'H RMN (DMSO 4s) 8n ppm: 1,60 (m, 2H, HOaC-CHj-Cflj-), 1,62 (m, 2H. 
NC-CHj-CIfc-), 2^ (t, 2H, -Ca-CXJjH), 2,51 (t, 2H, -Ca-CN). 12,41 (s, IH, CO3IJ). "C RMN 
(DMSO d«) 5c ppm: 16.92 (NC-eH^-CH,), 24,92 (NC-CHj-QHj), 25,31 (CHa-CHj-COaH), 34,95 
(CHj-COjH), 121,38 (CN), 176,41 (s, IH, COjH). IR (CHCI3) cm ': 2500-3500, 2245, 1730. 
5 Masse FAB" (GT): m/e (intensite relative) 126 (100). 

Exengfle 43: Hydrofyse en^naiique du futnaronitiile (Composi 12) 

Le ptotocole op^toire est identique h. celui d£crit & I'ex^pie 2.1. Les quantit^s 
inlioduites sont les suivantes: 5,90 g (0fi75 mole) de fumaronitrile conuneicial et 3,25 g de 
10 mat^el biologique immobilise. Le r^entent obtenu, aprds 25 heures, est de 72% en adde 3- 
cyanoacrylique et de 28% en 3-cyanoaciylamide. 

Acide 3-cycmoacrylique 

'H RMN (DMSO d^ 5h ppm: 5.84 (d. IH. H02C-CH=CH-CN), 6,54 (d, IH. HOjC-CH^CH- 
15 CM), 13,10 (s, IH, CO:^."C RMN (DMSO d«) 5c ppm: 115,03 (HOjC-CH^CH-CN), 119,09 
(CE<0, 153,22 (H02C-£H=CH-CN), 167,13 (SOjH). IR (CHCI3) cm ': 2500-3500, 2225, 1695. 
Masse FAB- (GT): m/e (intensity relative) 96 (100), 52 (10). 

3-cycmoacrylamu^ 

20 RMN (DMSO dg) 5h ppm: 6,56 (d, IH, HjNOC-CHK^H-CN), 7,04 (d, IH, H^NOC-CH^CH- 
CN), 7,72-7,99 (d, 2H, CONHz). "C RMN (DMSO dj) 5c ppm: 109,54 (H2NOC-CH=eH-CN), 
117,95 (£N), 144,95 (HaNOC-£H«CH-CN), 164,01 (£pm.^. IR (CHCI3) cm"': 3100-3500. 
2235, 1695. Masse FAB* (GT): m/e (intensity relative) 95 (10). 

25 Exen^e 4*4: Hydrofyse enzyma^que du lf4~Mcyanobut-2-tne (Con^^osi 13) 

Le protooole op^ratoire est identique i celui d^crit & I'exemple 2.1. Les quantitds 
introdmtes sont les sulvantes: 5,30 g (0,05 mole) de l,4-dicyanobut-2-^ne commercial et 3,0 g de 
materiel biologique immobilis^ dans 500 mL d'eau millipore. Le r^dement obtenu, apr^ 25 
heures, est de 82% en acide 5-cyanopent-3-enoIque.'H RMN (DMSO d«) 5a ppm: 3,04 (dd, 2H, 

30 HOiC-CHj), 3,31 (dd, 2H, CH^-CH), 5,51 (td. IH, NC-CHj-qH=), 5,82 (Id, IH, HaOC-CHj- 
01=), 10,51 (s, IH, CO^. "C RMN (DMSO d^) 5c ppm: 20,34 (CHj-CN), 38,14 (HjOC-GHj). 
119,44 (SN), 122,21 (NC-CH2-CH=), 128,75 (HjOC-CHi-^H-). 173,44 (QOjH). IR (CHCI3) 
cm-*: 2500-3500, 2255, 1725. Masse FAB' (GT): m/e (intensity relative) 124 (100), 80 (25), 46 
(30). 

14 
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Exen^le 4.5: Hydrolyse en^ntatique du 2'm£thytglukuronitrUe (Con^osS 14) 

Le protocole operatoire est identique a celui deoit a Texemple 2.L Les quantites 
introduites sont les suivantes: 8^27 g (0^075 mole) de 2-m^ylgiutaronitrile commercial et 4^6 g 
5 de materiel biologique immobilisS. Le rendement obtenu, apres 96 hemes, est de 91% en acide 4- 
cyanopentanoique. RMN (DMSO d^) ppm: 1,23 (d, 3H, CHg-CH), 1,79 (td, 2H, NC- 
CH(CH3)-CH2-), 2,35 (td, 2H, ^CH^-CO^H), 2,84 (m, 2H, -CH^CN), 10,89 (s, IH, COJH), '^C 
RMN (DMSO dfi) ppm: 18,08 (CH3-CH), 24,94 (NC-CH-), 29,33 (CH^-CH^-CO^H), 31,89 
aSH^^CO^H), 123,78 (Q^, 174,25 (s, IH. fiO^H). IR (CHCI3) cm"*; 2500-3500, 2240, 1735. 
10 Masse FAB" (GT): m/e (intensity relative) 126 (100), 54 (5). 

Les resultats des exemples 4.1 4 4.5 sont compiles dans le Tableau 3 ci-dessous. 



Tableau 3: Hydrotyse enzymatique de composes dinitrUes 



Substrat 


T«inps de reaction (h) 


Conversion (%) ' 


Rendement (%) " 


10 


51 


89 


87 


11 


53 


91 


90 


12 


25 


100 


72 


13 


25 


98 


82 


14 


96 


92 


91 



15 " % conversion du dfaiitrile 

^ Rendaoent en monoacide obtenu aprds purification 
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1- Precede de preparation d'acides carboxyliques aliphatiques, k rexception de 
rhydroxyanalogue de la methionine^ par hydrolyse enzymatique de composes nitriles 
5 aliphatiques, k Texception du 2-liydroxy 4-m^thylthio butyronitrile, caracterise en ce que: 

(a) on prepare wx materiel biologique ayant ime activity nitrilase, ladite activite etant 
obtmue h partir d'une nitrilase d'une bacteria du genre Alcaligenes, 

(b) on immobilise ledit materiel biologique 

(c) on met en presence tm compost nitrile avec le materiel biologique ainsi immobilise, 
10 pour obtenir ie sel d'ammonium de Tacide carboxylique aliphatique fozme 

(d) eventuellement, on purifie Tacide form6 

2- Ptoc&ie selon la levendication 1, caract6ris6 en oe que Factivi^ nitrilase est obtenue ^ 
partir de la nitrilase de la bact^e Alcaligenes faecalis ATCC87S0 

15 

3 - Proc6d6 selon IHine des revendicadons 1 ou 2» caracterise en ce que le miateriel 
biologique consiste en un microorganisme li5te transform^ exprimant una activity nitrilase 
recombinante 

20 4 - Procede selon la revendication 3^ caracteris6 en ce que le microorganisme h6te est la 

bacterie Escherichia coli ex^mmant le gene nitB d'Alcaligems faecalis ATCC 8750 

5^ Procede selon Tune des revendicaiions 1 ^ 4^ caracterise en ce que les composes nitriles 
aliphatiques sont des derives O-substitues du 2-hydroxy 4^methyllhlo butyronitrile et que les 
25 acides formes sont des derives O-substitues de lliydroxyanalogue de la methionine 

6- Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que les derives O-substitues du 2- 
hydroxy 4-meihylthio butyronitrile sont des derives O-acetyies ou O-hydroxyalkyles 

30 7- Procede selon Ihme des revendications 1^4, caracterise en ce que les composes nitriles 

aliphatiques sont des nitriles mulri*fonctionnels seiectionnes parmi les nitriles aliphatiques, las 
nitriles vinyliques, les nitrile-estars, les nitrile-ester allyliques, et les nitrile-ether 
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8- Proced6 selon Tune des revendications 1^4, caract^rise en ce que les composes nitriles 
alipbatiques sent des dimtriles aliphatiques symetriques ou dissjrmetriques et que les acides 
fonnes sont des cyanoacides 

S 9* Proc6d6 selon la revendication 8^ caracteris^ en ce que les dinltdles aliphatiques 

sym6triques sont sSlectioxm^s parmi le malononitrile, radiponitrile, le fiimaronitrile, ou le 1^4- 
dicyanobut-2-ene 

10- Proc6de selon la revendication 8, caracterise en ce que les diniliiles aliphatiques 
10 disymStriques sont des 2-alkyl ou des 2-aryl dimtriles aUphatiques de structure g£n6rale: 



NC CH (CH2)n CN 

1 

R 

dans laquelle: n est un nombre CTtier quelconque, et 
15 R est un groupe alkyl, un groupe aryl ou une chaine multifonctionnelle 

11- Precede selon la revendication 10, caracterise en ce que les dinitriles aliphatiques 
dissymetriques sont le l-m^ithylglutaronitrile, le 2-mediylsuccinonitrile, ou le 2* 
m^thyladiponitrile 

20 

12- Proc6d£ selon Tune des revendications 1 & 11» caract6ris^ en ce que le mat^el 
biologique de I'et^e (a) est immobilise sur un siqpport solide. 

13- Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que le support solide a une 
25 granulometrie comprise entre 1 |iim et 500 |j,m^ de preference 10 |im et 200 nm^ et en ce qu'il 

constitue de 0,01 a 200 %, de preference 10 a 100 % en poids du materiel biologique. 

14- Procede selon Tune des revendications 12 ou 13» carad^se en ce que le support solide 
estchoisi parmi: 

30 - les rSsines 6changeuses d'ions, 

- Falumine, 
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^ les silices de synthese ou diatomees et les gels de silica, 

- les z^olites^ 

- les d[iaibons» 

- les prot^ines pardellement solubles ou insolubles dans Teau, et 
5 - les polysaccharides* 

15 - Procede selon la revendication 16, caracterise ea ce que le support solide est le 

gluten. 

10 16- Proc6d6 selon I'une des revendications 1^15 caract^ris^ en ce que ie rapport entre la 

masse de nmt^riel biologique iimnobilis6 et la masse de substrat ^ de 0,1 et 10 

17- Proced6 selon Time des revendications 12 a 16, caractcris^ en ce que le materiel 
biologique inmiobilise est formule selon une mSthode de pelUculage 

15 

IS- Proc6d£ selon Tune des revendications 1 k 19» caract^s6 ce que TStape (c) est 
rSalisee dans une ouplusieurs colonnes ou r^acteurs 

19- Proced6 selon la revendication 18, caract^sd en ce que la ou les colonnes ou 
20 reacteurs sont mis en oeuvre k une temperature comprise entre 10 et 60^C 

20- Procede selon Time des revendications 18 ou 19, caract^is^ ai ce que la ou les 
colonnes ou reacteurs sont mis en oeuvre ^ unpH compris ^tre 5 et 9 

25 
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(54) Title: METHOD OF PREPARING ALIPHATIC CARBOX YLIC ACIDS BY ENZYMATIC HYDROLYSIS OF ALIPHAHC 
NITRILE COMPOUNDS 

<54) Titre : PROCEDE DE PREPARATION D ACIDES CARBOXYLIQUES ALIPHATIQUES PAR HYDROLYSE ENZYMA- 
TIQUE DE COMPOSES NTTRILES ALIPHATIQUES 

(57) At>stract: The invention relates to a novel method of preparing aliphatic carboxylic acids by enzymatic hydrolysis of aliphatic 
1/^ nitrile compounds. The inventive method is characterised in thai: (a) a biological material having a nitrilase activity is prepared; (b) 

said biological material is immobilised; (c) a nitrile compound is brought into contact with the biological material thus immobilised 
^5 order to obtain the ammomum salt of the aliphatic carboxylic acid formed; and (d), optionally, the acid formed is purified. 

(57) Abreg^ : La presente invention concerne un nouveau pmcede de preparation d'acides carboxyiiques aliphatiques par hydrolyse 
^5 enzymatique de composes nitriles aliphatiques caracterise en ceque: (a) on prepare un materiel biologique ayant une activite nitrilase, 
(b) on immobilise ledit materiel biologique (c> on met en presence un compose nitrile avec )e materiel biologique ainsi immobilise, 
pour obtenir 1e sel d* ammonium de Tacide carboxyliquc aliphatique form^ (d) ^veniuellement* on purifie Tacide forme. 
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